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Abstrak

Monosit sebagai sel imun non spesifik memberikan respon dini terhadap patogen dan benda asing yang masuk
ke dalam tubuh. Pada saat terpapar patogen maupun benda asing, monosit mengalami kenaikan jumlah radikal bebas.
Radikal bebas mengaktivasi enzim fosfolipase yang memecah membran fosfolipid menjadi fosfat, glyserol dan asam lemak.
Asam lemak tak jenuh (PUFASs) bereaksi dengan radikal bebas mengalami peroksidasi menghasilkan Malondialdehid (MDA).
Dibutuhkan senyawa antioksidan yang dapat meredam radikal bebas berlebih dalam tubuh. Ampas kopi sebagai limbah
padat sisa konsumsi produk kopi olahan tidak digunakan dan dibuang diduga dapat menjadi bahan antioksidan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh antioksidan ampas seduhan bubuk kopi terhadap nilai MDA pada monosit yang
distimuli dengan eksotoksin S.mutans (In Vitro). Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental post test only controle group
design. Obyek penelitian ini adalah monosit darah perifer manusia, yang diisolasi dengan metode Gradient Density. Perlakuan
dilakukan dengan isolat monosit diberi ekstrak ampas seduhan bubuk kopi dengan tiga konsentrasi berbeda yaitu 0,25 mg/ml;
0,50 mg/ml; dan 0,75 mg/ml setelah itu dipapar dengan eksotoksin S. mutans (In Vitro) dan terakhir dihitung kadar MDA
menggunakan metode TBArs pada spektrofotometer UV-Vis. Hasil kadar MDA dianalisis menggunakan Anova dan LSD. Data
kadar MDA menunjukan signifikansi (p<0,05) dengan rata-rata kadar MDA pada kelompok Konfrol Negatif 1,49 pg/mil; Kontrol
Positif 10,62 ug/ml; Perlakuan Satu 8,15 pg/ml; Perlakuan Dua 6,59 pg/ml; dan Perlakuan Tiga 4,69 pg/ml. Dapat disimpulkan
bahwa ekstrak ampas seduhan bubuk kopi dapat menurunkan kadar MDA pada Monosit yang terpapar eksotoksin S. mutans.
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Abstract

Monocytes as non-specific immune cells provide an early response to pathogens and foreign objects that enter the
body. When exposed to pathogens or foreign objects, monocytes experience an increase in the number of free radicals. Free
radicals activate phospholipase enzymes that break down membrane phospholipids into phosphate, glycerol and fatty acids.
Unsaturated fatty acids (PUFAs) react with free radicals to undergo peroxidation to produce malondialdehyde (MDA). It takes
antioxidant compounds that can reduce excess free radicals in the body. Coffee grounds as solid waste from the consumption
of processed coffee products are not used and disposed of, it is suspected that they can be used as antioxidants. This study
aims to determine the effect of coffee grounds steeping antioxidants on the profile of MDA levels in monocytes stimulated by
the S. mutans exotoxin (In Vitro). Research was done in experimental post test only control group design. The object of this study
was human peripheral blood monocytes, which were isolated by the Gradient Density method. Following in vitro exposure to
the exotoxin S. mutans, the monocyte isolates were subjected to freatment with brewed coffee grounds extract at three
different concentrations (0.25 mg/ml, 0.50 mg/ml, and 0.75 mg/ml). The MDA levels were subsequently determined by
employing the TBArs method on a UV-Vis spectrophotometer. The results of MDA levels were analyzed using One Way Anova
and LSD. The MDA level data showed significance (p<0.05) with the average MDA level in the Negative Control groupl.49
g/mi; Positive Control 10.62 g/ml; T1 8.15 g/ml; T2 6.59 g/ml; and T3 4.69 g/ml. It can be concluded that the extract of brewed
coffee grounds can reducing MDA levels in monocytes exposed to the exotoxin of S. mutans.
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menghasilkan salah satu hasil produk senyawa
aldehid reaktif yaitu Malondialdehid. Peroksidasi
PUFAs terjadi karena proses stress oksidatif akibat
adanya radikal bebas. Proses peroksidasi ini terjadi
karena berinteraksinya antara radikal bebas
dengan salah safu jenis PUFAs yaitu asam

Monosit sebagai salah satu sel imun non
spesifik yang berfungsi memberikan respon dini
terhadap patogen dan menginduksi respon imun
non spesifik. Monosit jika terjadi invasi dari benda
asing masuk ke dalam jaringan tubuh, sel ini akan
berperan sebagai prekursor untuk makrofag. Sel

ini akan mencerna dan membaca eksotoksin
benda asing tersebut (Bratawidjaja, 2004;
Kurniawati, 2018). Benda asing yang menginvasi
jaringan mengakibatkan kenaikan jumlah radikal
bebas dan merangsang aktivasi enzim fosfolipase
pada membran sel yang akan memecah
membran fosfolipid menjadi fosfat, glyserol dan
asam lemak. Asam lemak yang terpecah salah
satunya bersifat tak jenuh atau biasa disebut
dengan PUFAs (Andriyono, 2019; Prabowo, 2021).

Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAS)
pada proses  oksidasi lipid  (Peroksidasi)

arakidonat (Ayala, 2014; Mulianto, 2020).
Malondialdehid (MDA) sebagai produk
dekomposisi Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAs)
peroksidasi dapat menjadi sebuah analisis tidak
langsung atau biomarker terhadap radikal bebas
dan jumlahnya yang terbentuk. Malondialdehid
terdapat hampir di semua cairan biologis tubuh
dari yang infeksius hingga yang non infeksius
sehingga mudah diambil dan digunakan sebagai
biomarker. Malondialdehid dapat menjadi
sebuah biomarker terjadinya stress oksidatif pada
tubuh karena sifatnya yang sesuai dengan tingkat
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stress oksidatif dan kadarnya dapat diukur secara
akurat (Mulianto, 2020).

Radikal bebas superoksida salah satu
jenis Reactive Oxygen Species (ROS) yang
dihasilkan oleh proses biologis metabolik normal
sel dan dibutuhkan dalam proses fisiologis tubuh
dalam jumlah yang sedikit. Proses fisiologis dapat
berupa sistem kekebalan tubuh, antibakteri dan
fransduksi sinyal (Behr et al., 2012; Widowati, 2005).
ROS normalnya terdapat dalam jumlah kecil di
dalam sel dan berperan pada proses signaling
dan homeostasis. Keseimbangan antara siklus
pembentukan dan inaktivasi ROS dipertahankan
oleh sistem enzimatik dan non enzimatik
endogenus. Produksi ROS yang berlebihan bila
fidak dimbangi dengan sistem antioksidan yang
memadai menyebabkan terjadinya keadaan
prooksidatif yang mengarah ke kondisi stres
oksidatif, yang berperan pada patogenesis
berbagai penyakit (Susilawati, 2021). Peningkatan
jumlah radikal bebas pada tubuh yang
berlebihan menyebabkan sfress oksidatif dan
menyebabkan destfruksi jaringan namun dapat
dicegah dengan pemberian senyawa
anfioksidan (Werdhasari, 2014).

Senyawa anfioksidan dapat memberi
elekiron sehingga dapat meredam radikal bebas
dan ROS (Widowati, 2005). Antioksidan dibagi
menjadi dua yaitu anfioksidan endogen dan
anfioksidan eksogen. Anfioksidan endogen dapat
berupa enzim-enzim yang bersifat antioksidan
(mencegah oksidasi radikal bebas terhadap
molekul lain sekitarnya) seperti : Superoksida
Dismutase (SOD), Katalase (CAT) dan Glutathione
Peroksidase (Gpx). Antioksidan eksogen berupa
anfioksidan yang berasal dari luar
fubuh/makanan. Indonesia memiliki banyak
bahan alami akfif yang berpotensi menjadi
antioksidan (Werdhasari, 2014).

Kopi memiliki kandungan bahan seperti
asam klorogenat, tanin, saponin, dan polifenol
sehingga mempunyai potensi menjadi
anfioksidan yang baik bagi tubuh (Dias et al.,
2015). Produk kopi olahan salah satunya produk
kopi bubuk diolah dengan berbagai metode salah
satunya penyeduhan agar dapat dikonsumsi,
setelah dikonsumsi sering berupa ampas masih
bersisa menjadi limbah tidak digunakan dan
dibuang. Walaupun secara umum pengolahan
bahan makanan  dan  minuman  dapat
mengurangi  kandungan bahan  antioksidan,
namun khasiat dari kandungan bahan tersebut
masih dapat dirasakan oleh tubuh (Limantara,
2019; Silvia, 2016).

Pada umumnya jenis penyakit inflamasi
kronis infeksi bakterial yang melibatkan aktivitas
monosit terstimulasi menjadi makrofag sebagai sel
inflamasi sering ditemui. Infeksi bakteri ini akan
menstimulasi monosit untuk melakukan
mekanisme  perfahanan  dan  menghasilkan
radikal bebas dalam jumlah yang cukup besar
sehingga  menyebabkan  stress  oxydative
(Miyagjima et al., 2014).

Oleh karena itu peneliti tertarik untuk
meneliti bagaimana efek ekstrak ampas seduhan
bubuk kopi dalam menghambat produksi
malondialdehid  (MDA) sebagai  biomarker

terhadap stress oksidatif akibat ROS pada isolat
monosit  yang distimuli  dengan  eksotoksin
S.mutans sehingga dapat dimanfaatkan dengan
baik dikemudian hari.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian ini adalah penelitian
experimental laboratories. Objek penelitian ini
adalah isolat monosit vena perifer pada manusia
yang diambil dari orang sehat yang tidak
merokok dan tidak memiliki riwayat penyakit atau
kelainan pada darah sesuai dengan hasil
anamnesa dan Vital Sign normal lalu diberi
perlakuan terhadap ekstrak ampas seduhan
bubuk kopi. Rancangan penelitian ini adalah tipe
the post test only control group design, yaitu
melakukan penghitungan nilai malondialdehid
(MDA) pada monosit setelah perlakuan terhadap
ekstrak ampas seduhan bubuk kopi dan hasilnya
dibandingkan dengan kontrol.

Bahan

Bahan yang digunakan antara lain:
Darah vena kapiler, Sigma Lymphoprep 1077,
S.mutans, Bubuk kopi campuran robusta dan
arabika produksi Pusat Penelitian Kopi dan Kakao
Jember, Ampas bubuk kopi, Sigma BHIB (Brain Heart
Infusion Broth), Sigma HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution), Sigma RPMI (Rosewel Park Memorial
Institute Media).

Metode Kerja

a. Pembuatan Ekstrak Ampas Seduhan Bubuk
Kopi

Pembuatan ekstrak ampas seduhan kopi
dimulai  dengan menyeduh  bubuk  kopi
perbandingan 1:18 sebanyak 250gr bubuk kopi
diseduh dalam 4.000 ml air panas dengan suhu
95°C. Kemudian didiamkan selama 1 jam. Setelah
itu dilakukan penyaringan untuk mendapatkan
ampas kopi sebanyak 240gr. Ampas bubuk kopi
dihitung berat awal lalu dimasukan dalam oven
dengan suhu 40°C selama 24 jam. Setfelah itu
diukur berat awal dan akhir lalu dibandingkan
prosentase berat awal dan akhir, apabila sudah
fidak ada perbedaan berat yang signifikan dapat
disimpulkan bahwa ampas sudah dalam
keadaan kering. Namun apabila masih ada
perbedaan berat yang signifikan dapat kembali
dimasukan ke dalam oven dengan suhu 40°C
selama 24 jam. Setelah itu ampas dimaserasi
menggunakan etanol 96% dengan perbandingan
1:6 sebanyak 1200ml dan dilakukan pengadukan
3x sehari selama 2 hari. Kemudian di filtrasi
sehingga menghasilkan filirat ampas bubuk kopi.
Filtrat ampas bubuk kopi di evaporasi pada suhu
60°C hingga seluruh pelarut menguap sempurna
dan dihasilkan ekstrak ampas seduhan bubuk kopi
yang akan dibedakan menjadi tiga konsentrasi
rendah 0.25mg/ml, konsentrasi sedang
0.50mg/ml, dan konsentrasi tinggi 0,75mg/ml
melalui metode pengenceran (Mangiwa, 2016).

b. Persiapan Eksotoksin S.mutans
Ambil 2 ml BHI-B, kemudian tambahkan 3
ose koloni bakteri. Campurkan, lalu inkubasi pada
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suhu 379C seloma 2 x 24 jom. Lakukan
Pengamatan setelah itu lakukan pengecatan
gram bakteri. Pisahkan bakteri dengan media
menggunakan filter syiinge 0.2 um. Hasil
penyaringan mendapatkan supernatant yang
mengandung eksotoksin S. mutans. Supernatant
diuji kandungan eksotoksin menggunakan uji SDS-
PAGE unfuk mengetahui berat molekul protfein
nonspesifik.

C. Isolasi Monosit

Ambil 6 ml darah vena masukkan pada
empat tabung heparin campur sampai merata.
Buat darah diluent dengan darah diencerkan
menggunakan larutan fisiologi (RPMI) dengan
perbandingan 1 : 1, campur sampai homogen.
Masukkan diluent darah tersebut pada tabung
yang sudah diisi 3 ml larutan Lymphoprep dengan
perbandingan lymphoprep dengan diluent darah
adalah 1 : 2. Masukkan melalui dinding tabung
secara berlahan, larutan Lymphoprep jangan
sampai pecah. Centrifuge pada kecepatan 900g
selama 20 menit pada suhu 20°C. Terbentuk 4
lapisan  (Plasma, Mononuclear, Lymphoprep,
Polymorfonuclear eritrosit). Pipet Lapisan ke 2
Mononuclear (cincin  kabut) secara hati-hati,
masukkan pada tabung well plate lalu ukur jumlah
sel pada kamar hitung. Campur Mononuclear
dengan HBSS menggunakan perbandingan 1:10
pada deek glass. Inkubasikan pada suhu 37°C
selama 30 menit lalu amati apakah terdapat
kerusakan sel atau fidak. Tambahkan Tml media
kultur (RPMI) pada deek glass lalu ikubasi pada
suhu 37°C selama 15 menit. Terakhir cuci dengan
Iml media kultur (RPMI) diulang sebanyak 3 kali
pencucian. Didapati isolat sel monosit pada deek
glass.

d. Perlakuan Penelitian
Perlakuan isolat monosit yang diberi
dengan ekstrak ampas bubuk kopi dan dipapar
dengan eksotoksin  bakteri  S.mutans. Isolasi
monosit kelompok penelitian dibagi menjadi 4
yaitu:
1. Kelompok kontrol negatif (K-)
Isolat monosit + Media (RPMI) 1000ul
2. Kelompok kontrol positif(K+)
Isolat monosit + eksotoksin bakteri S.mutans
100ul + Media (RPMI) 200l
3. Kelompok perlakuan 1 (P1)
Isolat monosit + ekstrak ampas bubuk kopi
(Konsentrasi  0,25mg/ml)100ul  + eksotoksin
S.mutans 100pl + Media (RPMI) 800ul
4. Kelompok perlakuan 2 (P2)
Isolat monosit + ekstrak ampas bubuk kopi
(konsentrasi  0,50mg/ml)100ul  + eksotoksin
S.mutans 100pl + Media (RPMI) 800ul
5. Kelompok perlakuan 3 (P3)
Isolat monosit + ekstrak ampas bubuk kopi
(konsentrasi  0,75mg/ml)100ul  + eksotoksin
S.mutans 100pl + Media (RPMI) 800ul

e. Uji TBArs Kadar MDA

Kelompok K+, K-, P1, P2, dan P3
sebanyak 50 pL dimasukkan dalam tabung reaksi,
ditambahkan 1 mL aquadest, 100 pL TCA 20%, 250
pub HCI 1 N dan 100 pL NaTBA 1%, setiap

penambahan 2 reagen dihomogenkan dengan
vortex. Campuran tersebut dipanaskan dalam air
suhu 100°C selama 30 menit dan didinginkan
pada suhu ruang selama 10 menit. Campuran
tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 28 3500
rom selama 10 menit dan hasil supernatannya
dipindahkan ke dalam kuvet. Sampel diukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 532 nm.

f. Pembuatan Preparat Mikroskopis
Sebagai data pendukung disajikan
gambaran mikroskopis pada semua kelompok
penenelitian. Preparat mikroskopis disiapkan
dengan pengecatan giemsa dengan
perbesaran 400 kali dan 1000 kali.

HASIL PENELITIAN

Hasil  identifikasi  bakteri  melalui
pewarnaan Gram dengan perbesaran 400 kali
pada gambar 1.a menunjukan bahwa bakteri
adalah Gram Positif karena bewarna ungu
homogen dan berbentuk kokus yang tersusun
berderet (panah hitam pada gambar 1.a) sesuai
dengan teori dari morfologi S.mutans. Eksotoksin
S.mutans  dilokukan  pembacaan  Sodium
Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) pada gambar 1.b
menunjukan  protein  yang  dikarakterisasi
berdasarkan pemisahan berat molekulnya
dengan satuan Kilo Dalton (kDa). Pada
supernatant metabolit ekstraseluler (SP) terdapat
kurang lebih +18 pita- pita warna (panah hitam
pada gambar 1.b) yang menandakan adanya
kandungan molekul protein nonspesifik sesuai
dengan marker (Mr). Pada media BHIB (M)
fidak  ditemukan pita-pita warmma  yang
menandakan pada media tidak ferdapat
eksotoksin protein nonspesifik.
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Gambar 1. Identifikasi bakteri, (a) Hasil
pengecatan Gram  S.mutans dan (b)

Hassil identifikasi SDS-PAGE.

Data hasil pengukuran nilai
malondialdehid (MDA) isolat monosit  diuji
normalitas menggunakan uji Shapiro  Wilk
diperoleh nilai siginifikansi seluruh kelompok lebih
dari 0,05 (p>0,05), dapat disimpulkan bahwa
data yang diperoleh dari hasil penelitian
terdistribusi normal. Data hasil pengukuran nilai
MDA isolat monosit juga diuji homogenitas
menggunakan  Uji Levene  Stafistic  test
didapatkan hasil lebih dari 0,05 (p>0,05), dapat
diketahui bahwa data dari semua kelompok
adalah homogen. Data hasil pengukuran nilai
MDA isolat monosit dilakukan ujiOne Way Anova
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didapatkan hasil kurang dari 0,05 (p>0,05), yang
berarti terdapat perbedaan yang signifikan
pada masing- masing kelompok. Uji statistik
pada data hasil pengukuran nilai MDA isolat
monosit  dilanjutkan  dengan uji LSD (Least
Significant Difference Test) mendapati bahwa
semua hasil memiliki perbedaan yang signifikan
(p<0,05). Data rata- rata MDA tiap kelompok
disajikan dalam tabel 1. seperti berikut.

Tabel 1. Efek ekstrak ampas seduhan bubuk
kopi terhadap pembentukan
rata-rata nilai malondialdehid
(MDA) pada isolat monosit yang
distimuli dengan eksotoksin S.mutans.

Kadar MDA
Kelompok Penelitian  n (ng/ml)
X +SD

Kontrol Negatif (K-) 3 1,49+0,117*
Kontro Positif (K+) 3 10,62+0,329*
Perlakuan 1 (P1) 3 8,1510,243*
Perlakuan 2 (P2) 3 6,59+0,524*
Perlakuan 3 (P3) 3 4,69+0,089*

X+SD : Rato-rata kadar MDA isolat monosit + Nilai
Standar Deviasi

n . Jumlah pengulangan perlakuan
* : Data memiliki perbedaan yang signifikan
(p<0,05)

Tabel rata-rata nilai malondialdehid

(MDA) di atas apabila disajikan dalam bentuk
histogram terlihat seperti gambar 2. di bawah ini :

10,62
8,15
6,59
4,69
1,49 I I
[ |
K-* K+* pP1* p2* p3*
M Rata-rata Nilai MDA

Gambar 2. Histogram rata-rata nilai MDA isolat
monosit + nilai standar deviasi.

Gambaran mikroskopis isolat monosit
pada preparat  kelompok  kontrol  dan
perlakuan digunakan sebagai data penunjang
dalam  populasi  yang sama  diwarnai
menggunakan pewarnaan  Giemsa dalam
perbesaran 400 kali. Gambaran mikroskopis
isolat monosit pada perbesaran ini digunakan
untuk melihat perbedaan populasiisolat monosit
kelompok kontrol dan perlakuan seperti pada
gambar 3. di bawah ini:

.
.

()¢ "

Gambar 3. Gambaran mikroskopis isolat monosit
pada kelompok kontrol dan perlakuan dengan
pewarnaan Giemsa dalam perbesaran 400 kali.

Keterangan: (a) Kontrol Negatif; (b) Kontrol Positif; (c)
Perlakuan Satu, (d) Perlakuan Dua, dan (e) Perlakuan
Tiga.

Gambaran mikroskopis isolat monosit
pada preparat kelompok kontrol dan perlakuan
digunakan sebagai data penunjang diwarnai
menggunakan  pewarnaan  Giemsa  pada
gambar 4. dalam perbesaran 1000 kali.
Pewarnaan Giemsa pada gambaran mikroskopis
perbesaran ini  berfungsi untuk menandai
morfologi infi sel dengan sitoplasma dan
membran sel. Terlihat gambaran isolat monosit
dalam keadaan normal pada kelompok kontrol
negatif, perlakuan satu, perlakuan dua, dan
perlakuan figa (panah warna oranye pada
gambar 4. a, ¢, d, dan e). Terlihat gambaranisolat
monosit pada kelompok kontrol

positif yang dalam kondisi membran sel pecah
(panah hitam pada gambar 4.b) seperti berikut :
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Gambar 4. Gambaran mikroskopis isolat monosit
pada kelompok kontrol dan perlakuan dengan

pewarnaan Giemsa dalam perbesaran 1000 kali.

Keterangan: (a) Kontrol Negatfif; (b) Kontrol Positif; (c)
Perlakuan Satu, (d) Perlakuan Dua, (e) Perlakuan Tiga.

Efek ekstrak ampas seduhan bubuk kopi
terhadap pembentukan malondialdehid (MDA)
pada monosit yang distimuli dengan eksotoksin
S.mutans memperoleh nilai hasil yang signifikan.
Rata-rata nilai MDA pada isolat monosit yang
tidak diberi ekstrak ampas seduhan bubuk kopi
dan tidak dipapar dengan eksotoksin S.mutans
memiliki perbedaan yang signifikan lebih rendah
dibandingkan dengan rata-rata nilai MDA isolat
monosit yang diberi ekstfrak ampas seduhan
bubuk kopi namun dipapar dengan eksotoksin
S.mutans. Sebagai hasil penunjang terlihat pada
gambaran mikroskopis isolat monosit yang tidak
diberi ekstrak ampas seduhan bubuk kopi dan
fidak dipapar dengan eksotoksin - S.mutans

menunjukan keadaan isolat monosit yang normal.

Hal ini menunjukan bahwa rendahnya produksi
radikal bebas sehingga tidak terjadi kerusakan
membran sel akibat peroksidasi lipid.

Rata-rata nilai MDA isolat monosit yang
tidak diberi ekstrak ampas seduhan bubuk kopi
namun dipapar dengan eksotoksin  S.mutans
memiliki perbedaan yang signifikan lebih tinggi
dibandingkan dengan rata-rata nilai MDA isolat
monosit yang diberi ekstrak ampas seduhan
bubuk kopi dan dipapar dengan eksotoksin
S.mutans. Sebagai hasil penunjang terlihat pada
gambaran mikroskopis isolat monosit yang tidak
diberi ekstrak ampas seduhan bubuk kopi namun
dipapar dengan eksotoksin S.mutans menunjukan
keadaan membran sel yang lisis. Hal ini terjadi
akibat fingginya jumlah radikal bebas pada
membran sel sehingga terjadi peroksidasi lipid.

Isolat monosit yang diberi ekstrak ampas
seduhan bubuk kopi dengan berbagai konsentrasi
lalu dipapar dengan eksotoksin S.mutans memiliki
rata-rata nilai MDA yang signifikan lebih rendah
dibandingkan rata-rata niali MDA isolat monosit
yang tidak diberi ekstrak ampas seduhan bubuk
kopi namun dipapar dengan eksotoksin S.mutans.
Rata-rata nilai MDA berbanding lurus dengan
pemberian konsentrasi ekstrak ampas seduhan
bubuk kopi. Rata-rata nilai MDA pada konsentrasi
0,75mg/ml lebih rendah dibandingkan dengan
rata-rata nilai MDA pada konsentrasi 0,50mg/ml
dan rafa-rata nilai MDA pada konsenfrasi
0.50mg/ml lebih rendah dibandingkan dengan
rata-rata nilai MDA pada konsentrasi 0,75mg/ml.
Sebagai hasil penunjang, terlihat pada gambaran
mikroskopis membran sel isolat monosit yang diberi
ekstrak ampas seduhan bubuk kopi berbagai
konsentrasi dan dipapar eksotoksin  S.mutans
dalam keadaan normal.

PEMBAHASAN

Efek ekstrak ampas seduhan bubuk kopi
terhadap pembentukan malondialdehid (MDA)
pada monosit yang distimuli dengan eksotoksin
S.mutans, dapat dikatakan memiliki pengaruh
yang signifikan dalam mengurangi tingkat stress
oksidatif yang dihasilkan oleh radikal bebas dari
proses  peroksidasi  lipid.  Peroksidasi  lipid
merupakan proses di mana radikal bebas
berinteraksi dengan polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) membran sel dan lipoprotein plasma.
Proses peroksidasi lipid akan meningkat seiring
dengan peningkatan produksi radikal bebas
pada jaringan (Ayala, 2014).

Reactive Oxygen Species (ROS) pada
dinding vaskuler diproduksi secara enzimatik dan
nonenzimatik salah satunya oleh sel-sel vaskuler
fagositik inflamatorik seperti netrofil dan makrofag,
bila teraktivasi akan memproduksi ROS dalam
jumlah besar. Produksi ROS yang masif pada
lingkungan inflamatorik ini (disebut oxidative burst)
berperan penting sebagai mekanisme
pertahanan pertama terhadap patogen
enviromental namun juga dapat bersifat sebagai
radikal bebas (Susilawati,2021). kenaikan jumlah
radikal bebas dan merangsang aktivasi enzim
fosfolipase pada membran sel yang akan
memecah membran fosfolipid menjadi fosfat,
glyserol dan asam lemak. Pecahnya molekul pada
membran  fosfolipid  akan  mengakibatkan
rusaknya sel membran (Andriyono, 2019; Prabowo,
2021).

Penurunan rata-rata nilai MDA pada
isolat monosit yang diberi ekstrak ampas seduhan
bubuk kopi menunjukan bahwa kandungan
ekstrak ampas seduhan bubuk kopi bekerja
sebagai antioksidan yang berfungsi sebagai
peredam radikal bebas yang dapat mengurangi
proses peroksidasi lipid sehingga meminimalkan
kerusakan  pada sel membran  monosit.
Antioksidan merupakan molekul yang dapat
memperlambat atau mencegah reaksi oksidasi
dari molekul lain, reaksi oksidasi dapat memicu
reaksi berantai yang dapat merusak sel (Nurman,
2019). Anfioksidan dalom pengertian  kimia
adalah senyawa pemberi elektron sedangkan
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pengertian biologis antioksidan adalah semua
senyawa yang dapat meredam radikal bebas
dan ROS (Widowati, 2005).

Ampas seduhan bubuk kopi memiliki
kandungan komponen fenolik yaitu asam
klorogenat yang berfungsi sebagai antioksidan
bagi manusia. Asam klorogenat menunjukan efek
antioksidan dalam membatasi oksidasi lipid PUFAs
dan menghilangkan spesies molekul reaktif.
Sumber antioksidan dari senyawa polifenol
dijelaskan secara kimiawi bahwa polifenol
memiliki ketersediaan hidrogen yang didonorkan
untuk menangkal kerusakan akibat radikal bebas
sehingga dalam konsentrasi rendah dapat
menghambat, menangkal, atau mencegah
reaksi oksidasi. Radikal bebas terbentuk secara
alami  dari proses metabolisme sel yang
menghasilkan energi namun juga menghasilkkan
oksigen reaktif sebagai produk sampingan yang
disebut ROS (Reactive Oxygen Spesies) dan
meningkat akibat reaksi metabolisme sel akibat
rangsangan dari benda asing yang menginvasi
jaringan, dalam hal ini paparan eksotoksin
S.mutans. Antioksidan alami dari senyawa fenolik
dapat  melindungi  lipid terhadap radikal
superoksida (Farhaty, 2016).

Berdasarkan perolehan data dari rata-
rata nilai malondialdehid (MDA) yang felah
diukur, kesimpulan dari penelitian ini adalah
ekstrak ampas seduhan bubuk kopi pada
bermacam fingkat konsentrasi dapat
menghambat produksi MDA pada isolat monosit
yang distimuli dengan eksofoksin - S.mutans
sehingga dapat mencegah teradinya stress
oksidatif dan kerusakan sel membran dengan
konsentrasi opitmal 75% .
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